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ABSTRACT
Propolis is a honeybee product collected from plants sap. This resinous substance is used to build
and maintain the nest. Propolis has long been declared as a safe material for health maintaining. The
purpose of this research was to study the potential use of Propolis as an immunomodulator in
Penicillin-G-induced Wistar rats. A total of 30 male rats aged 5 months with 200-240 grams body
weight were divided into 6 groups: Control Placebo (im injection of aquabidest+oral administration
of NaCl 0.9%); Control Penicillin (im injection of 21.6 mg Penicillin+oral administration of NaCl
0.9%); Control Propolis (im injection of aquabidest+oral administration of 27.0 mg Propolis);
Treatment 1 (im injection of 21.6 mg Penicillin+oral administration of 13.5 mg Propolis); Treatment
2 (im injection of 21.6 mg Penicillin+oral administration of 27.0 mg Propolis); and Treatment 3 (im
injection of 21.6 mg Penicillin+oral administration of 40.5 mg Propolis). Leukocytes profile (total
and differential counts), body temperature, and urine acidity (pH) before and after treatment were
determined as pretest and posttest data. Data were analyzed statistically using ANOVA followed by
DMRT (p <0.05). Results showed that administration of Propolis significantly increased neutrophils
count above the normal range (more than 4.41x103/L), whereas significantly decreased lymphocytes
count below the normal range (less than 6.75x103/L). This causes the value of N/L ratio increased
significantly. Administration of Penicillin and the combination with Propolis significantly increased
body temperature (above 38C), while treatment with Propolis alone did not induce fever or
inflammation (normal temperature 37-38C). Administration of Propolis reduced urine acidity due to
the impact of the administration of Penicillin (pH 5.5-7.0). It can be concluded that oral administration
of Propolis in Penicillin G-induced male Wistar rats exhibited immunosuppressive effect on
lymphocytes. It was suggested as the role of Caffeic acid phenethyl ester (CAPE), the main bioactive
compound in Propolis which also acts as an antiinflammatory agent. Further research is still needed
to support this finding.
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PENDAHULUAN
Propolis merupakan zat resin yang berasal
dari cairan pepohonan, dikumpulkan oleh
lebah madu (Apis mellifera L.) untuk
membangun dan memelihara sarangnya.
Propolis telah diakui manfaatnya sebagai
bahan pemelihara kesehatan dan obat alami
yang aman sejak zaman Yunani dan Romawi
kuno atau sekitar tahun 300 SM (Omene et al.,
2013). Propolis mengandung berbagai
senyawa kimia seperti flavonoid, asam fenolat
dan esternya, terpenoid, steroid, dan asam-
asam amino. Caffeic Acid Phenethyl Ester
(CAPE) adalah senyawa bioaktif utama dalam
Propolis yang memegang peranan penting
dalam pertahanan tubuh karena berpotensi
sebagai antibakteri, antivirus, antifungi,
antioksidan, antiinflamasi, antikanker, dan
imunomodulator (Omene et al., 2013).
Senyawa fenolik ini potensial dalam
menghambat proliferasi sel T, produksi
limfokin, dan aktivasi NF-κB (Márquez et al.,
2004).
Imunomodulator adalah suatu substansi
yang mampu memodifikasi aktivitas sistem
imun, baik dengan cara meningkatkan ataupun
menekan respons imun melalui mekanisme
tertentu. Modulasi dapat dipicu oleh infeksi
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antigen atau diinduksi oleh tubuh sendiri
sehingga mempengaruhi proliferasi dan
aktivasi sel-sel imunokompeten, produksi
sitokin dan molekul-molekul sebagai mediator
dan efektor (Yadav et al., 2015). Efek
imunomodulasi dapat bekerja melalui dua
cara, yaitu: efek imunostimulasi
(meningkatkan respons imun) atau sebaliknya,
efek imunosupresi (menekan respons imun).
Tikus (Rattus norvegicus Berkenhout,
1769) adalah salah satu hewan coba yang
paling banyak digunakan sebagai model dalam
penelitian biomedik (Johnson, 2012 dalam
Fitria dan Sarto, 2014). Tikus Galur Wistar
terus dibiakkan hingga kini karena ideal
sebagai model penelitian praklinik untuk
berbagai tujuan (River, 1998 dalam Fitria dan
Sarto, 2014). Meskipun mudah dipelihara dan
ditangani, namun tak jarang tikus laboratorium
terinfeksi bakteri di berbagai sistem organnya.
Hewan yang terinfeksi bakteri tampak normal
dan sehat, tidak menunjukkan gejala klinis,
karena efek infeksi tidak dapat langsung
diamati. Uji mikrobiologi, serologi, dan
rangkaian program pemantauan kesehatan
berkala harus dilakukan disertai interpretasi
dari pihak yang kompeten untuk menjelaskan
status kesehatan hewan yang akan digunakan
dalam penelitian. Hal ini tentu saja memakan
waktu, tenaga, dan biaya.
Untuk memastikan hewan uji bebas dari
infeksi bakteri, maka dilakukan antisipasi
dengan antibiotika. Salah satu antibiotika yang
paling sering diaplikasikan sebagai antibakteri
adalah Penisilin-G. Tujuan, dosis, dan metode
administrasi antibiotika yang tidak tepat dapat
menimbulkan efek samping, antara lain:
urtikaria, kerusakan organ, ketidakseimbangan
mikroflora, respons imun seperti alergi dan
hipersensitivitas, resistensi, hingga kematian.
Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari
potensi Propolis sebagai imunomodulator pada
tikus Wistar yang diinjeksi Penisilin-G.
METODE
Preparasi dan administrasi bahan uji.
Bahan uji berupa Propolis (P.T. Cahya
Sejahtera) dan Penisilin-G sodium atau
Benzyl-penicillin (P.T. Meiji Indonesia
Pharmaceutical Industries). Formulasi dosis
Propolis dan Penisilin diperoleh dengan cara
konversi dosis manusia ke tikus menurut
Purwanto dkk. (1992) dan Wijayanti dkk.
(2003):
Dosis Propolis untuk manusia adalah 1,5
gram. Setelah dikonversi ke tikus dosis
tersebut menjadi 27,0 mg. Propolis dilarutkan
dalam garam fisiologis atau NaCl 0,9 % (P.T.
Otsuka Pharmaceutical Industries) hingga
diperoleh 3 variasi dosis: 13,5 mg (0,5x dosis);
27,0 mg (1,0x dosis); dan 40,5 mg (2x dosis).
Propolis diberikan per oral dengan volume 1
mL (single dose).
Dosis Penisilin untuk manusia adalah
1,2x106 IU atau setara dengan 1,2 gram.
Setelah dikonversi ke tikus dosis tersebut
menjadi 21,6 mg. Penisilin dilarutkan dalam
akuabides (P.T. Ikapharmindo Putramas
Pharmaceutical Laboratories) hingga
diperoleh dosis 21,6 mg. Penisilin diberikan
dengan cara injeksi intramuskular (im) dengan
volume 0,2 mL di tungkai belakang (single
dose). Propolis dan/atau Penisilin
diadministrasikan setelah tikus dipuasakan
selama 4 jam, ditentukan sebagai jam ke-0.
Penelitian diakhiri pada jam ke-4 (periode
akut).
Pemeliharaan dan pengelompokan
hewan uji. Hewan uji berupa 30 ekor tikus
putih Galur Wistar umur 5 bulan dengan rerata
berat badan 200-240 gram yang diperoleh dari
LPPT-UGM Unit IV. Pemeliharaan dan
perlakuan hewan uji dilakukan di “Rumah
Tikus” Fakultas Biologi UGM dengan telah
diupayakan mengikuti standar pemeliharaan
hewan coba, mulai dari pengandangan, suplai
pakan dan air minum, suhu ruangan,
kelembapan, pencahayaan, tingkat kebisingan,
dan sanitasi (Carlsson, 2008).
Hewan uji dibagi secara acak menjadi 6
kelompok yang terdiri atas 3 kelompok kontrol
dan 3 kelompok perlakuan seperti disajikan
dalam Tabel 1.
Pengambilan data. Sebelum penelitian
dimulai, hewan diaklimasi selama satu
minggu. Pemeriksaan dilakukan untuk
memastikan tidak ada urtikaria, reaksi alergi/
hipersensitivitas, dan bentuk-bentuk respons
imun lain yang menandakan hewan dalam
kondisi sehat. Setelah perlakuan Penisilin
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dan/atau Propolis, kondisi tersebut kembali
diamati kemudian dibandingkan dengan
kondisi awal sebelum perlakuan. Selanjutnya
dilakukan pengambilan data untuk
memperoleh kisaran nilai awal/normal
(baseline), meliputi: profil leukosit (jumlah
total dan diferensial), suhu badan, dan pH urin.











Kontrol Plasebo  -  -
Kontrol Penisilin - 21,6 mg  -
Kontrol Propolis  - - 27,0 mg
Perlakuan 1 - 21,6 mg - 13,5 mg
Perlakuan 2 - 21,6 mg - 27,0 mg
Perlakuan 3 - 21,6 mg - 40,5 mg
Sampel darah untuk penentuan profil
leukosit diambil dari sinus orbitalis setelah
hewan dianestesi menggunakan Ketamin dosis
50 mg/kg BB. Sampel darah ditampung dalam
microtube yang telah diberi EDTA, dilakukan
penghitungan jumlah total dan diferensial
leukosit menggunakan metode flowcytometry
di laboratorium klinik. Pengambilan data
berikutnya dilakukan setelah 4 jam perlakuan
(kondisi akut). Berdasarkan data jumlah
neutrofil dan limfosit kemudian ditentukan
nilai rasio neutrofil/limfosit (rasio N/L). Suhu
badan diukur menggunakan termometer klinis
sebelum perlakuan (jam ke-0) dan setelah
perlakuan (jam ke-4) untuk mengamati ada
tidaknya peningkatan suhu sistemik (demam)
yang menandakan adanya respons fisiologis
dan imunologis terhadap perlakuan yang
diberikan, yaitu Penisilin dan/atau Propolis.
Derajat keasaman (pH) urin diukur
menggunakan kertas indikator universal,
dilakukan sebelum perlakuan (jam ke-0); 4 jam
setelah dipuasakan;  4 jam setelah perlakuan
Penisilin dan/atau Propolis; dan berikutnya
setiap jam hingga pH urin kembali normal atau
mendekati pH baseline.
Tabel 2. Profil fisiologis normal hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini
Variabel Nilai Persentase
Berat badan 200 – 240 gram
Total leukosit 10,50 – 18,00 x103/L
Neutrofil 0,98 – 4,41 x103/L 9,3 – 24,5 %
Limfosit 6,75 – 14,09 x103/L 64,3 – 78,3 %
Eosinofil 0 – 0,41 x103/L 0 – 2,3 %
Basofil 0 – 0,14 x103/L 0 – 0,8 %
Monosit 0 – 0,34 x103/L 0 – 1,9 %
Rasio N/L 0,14 – 0,31
pH urin 8-9
Suhu badan 37-38C
Analisis data. Data ditabulasi dan
dianalisis secara statistik berdasarkan
ANOVA, apabila terdapat perbedaan antar
kelompok maka dilanjutkan dengan uji DMRT
(p<0,05). Analisis statistik menggunakan
piranti SPSS versi 16.0.
HASIL
Setelah perlakuan Penisilin dan/atau
Propolis, pada tubuh hewan uji tidak
ditemukan adanya urtikaria, tidak muncul
indikasi reaksi alergi, hipersensitivitas,
anafilaksis, maupun reaksi-reaksi imunologis
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lainnya yang menunjukkan bahwa sistem imun
hewan uji merespons Penisilin dan/atau
Propolis secara berlebihan. Kisaran nilai
awal/normal (baseline) untuk parameter-
parameter yang digunakan dalam penelitian ini
disajikan dalam Tabel 2. Hasil penghitungan
jumlah total dan diferensial leukosit (profil
leukosit), penentuan rasio N/L, pengukuran
suhu badan, dan pH urin berturut-turut
disajikan pada Gambar 1-3.
Gambar 1. Profil leukosit dalam penelitian ini
Keterangan: Kpla = Kontrol plasebo, Kpen = Kontrol Penisilin, Kpro = Kontrol Propolis, P1 = Perlakuan
Penisilin + Propolis 13,5 mg, P2 = Perlakuan Penisilin + Propolis 27,0 mg, P3 = Perlakuan
Penisilin + Propolis 40,5 mg. Tanda blok = baseline. Tanda * = ada beda nyata pada p<0,05
Keterangan:
A = Jumlah total leukosit
B = Jumlah neutrofil
C = Jumlah limfosit
D = Jumlah eosinofil
E = Jumlah basofil
F = Jumlah monosit
G = Rasio Neutrofil/Limfosit
Tanda blok = baseline
Tanda * = ada beda nyata pada p<0,05
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Gambar 2. Suhu badan hewan uji sebelum dan setelah penelitian
Keterangan: Kpla = Kontrol plasebo, Kpen = Kontrol Penisilin, Kpro = Kontrol Propolis, P1 = Perlakuan
Penisilin + Propolis 13,5 mg, P2= Perlakuan Penisilin + Propolis 27,0 mg, P3= Perlakuan
Penisilin + Propolis 40,5 mg. Tanda blok = baseline. Tanda * = ada beda nyata pada p<0,05
Gambar 3. pH urin hewan uji sebelum dan setelah penelitian
Keterangan: Kpla = Kontrol placebo, Kpro = Kontrol Propolis Kpen = Kontrol Penisilin, P1 = Perlakuan
Penisilin + Propolis 13,5 mg, P2= Perlakuan Penisilin + Propolis 27,0 mg, P3= Perlakuan
Penisilin + Propolis 40,5 mg. Tanda blok = baseline.
PEMBAHASAN
Rerata jumlah total leukosit pada semua
kelompok berada dalam kisaran normal
(Gambar 1A). Kelompok yang diberi
perlakuan Penisilin dan/atau Propolis memiliki
jumlah total leukosit yang lebih tinggi daripada
kontrol plasebo, namun uji statistik
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang
signifikan pada semua kelompok. Hal ini
berarti kehadiran Penisilin dan/atau Propolis
tidak menginduksi peningkatan jumlah total
leukosit secara berlebihan.
Menurut Porth (2011), peningkatan
jumlah leukosit (leukositosis) pada umumnya
mengindikasikan adanya respons inflamasi
akibat infeksi. Infeksi bakteri meningkatkan
jumlah neutrofil (neutrofilia), sedangkan
infeksi virus menurunkan jumlah neutrofil
(neutropenia) dan meningkatkan jumlah
limfosit (limfositosis). Penurunan jumlah
limfosit (leukopenia) terjadi pada individu
dengan infeksi berlanjut atau gangguan
kemampuan produksi leukosit. Pada penelitian
ini jumlah neutrofil naik secara signifikan
hingga di atas kisaran normal atau terjadi
neutrofilia (Gambar 1B), diikuti jumlah
limfosit yang turun secara signifikan hingga di
bawah kisaran normal atau terjadi leukopenia
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(Gambar 1C). Hal ini menyebabkan rasio N/L
naik secara signifikan hingga di atas kisaran
normal (Gambar 1G).
Menurut Zahorec (2001) dalam Çakur et
al. (2015), rasio N/L merupakan parameter
sederhana yang dapat menggambarkan kondisi
stres fisiologis maupun respons imun. Respons
imun secara umum dicirikan dengan
peningkatan jumlah neutrofil dan penurunan
jumlah limfosit (Jilma et al. 1999 dalam Çakur
et al., 2015). Pada penelitian ini terjadi
peningkatan rasio N/L padahal tidak ada
induksi bakteri atau patogen lain yang
menyebabkan infeksi. Adanya peningkatan
dan/ atau penurunan sel-sel imunokompeten
tertentu secara signifikan tanpa adanya infeksi
patogen ini diduga akibat pemberian Propolis
sebagai imunomodulator. Efek
imunomodulasi dapat bekerja melalui efek
imunostimulasi yang menyebabkan kondisi
neutrofilia (Chen et al., 2012) atau efek
imunosupresi yang menghambat proliferasi
limfosit sehingga menyebabkan kondisi
limfopenia (Chan et al., 2013). Dalam
penelitian ini ditemukan kondisi neutrofilia
dan limfopenia, sehingga diduga Propolis
memiliki efek imunostimulasi maupun
imunosupresi.
Hasil pengamatan terhadap jenis leukosit
yang lain menunjukkan bahwa jumlah
eosinofil pada kelompok yang diberi perlakuan
Penisilin dan/atau Propolis mengalami
penurunan yang signifikan namun masih
berada di dalam rentang baseline (Gambar
1D). Sebaliknya jumlah basofil pada kelompok
yang diberi perlakuan Penisilin dan/atau
Propolis mengalami peningkatan namun tidak
signifikan (Gambar 1E). Sementara itu, jumlah
monosit tidak mengalami perubahan yang
signifikan dan tetap dipertahankan di dalam
kisaran normal (Gambar 1F). Data ini
memberikan informasi bahwa pemberian
Penisilin dan/atau Propolis tidak berpengaruh
terhadap ketiga jenis leukosit tersebut.
Pengukuran suhu badan. Pada semua
kelompok, suhu badan setelah penelitian (4
jam) mengalami peningkatan dibandingkan
sebelum penelitian. Peningkatan signifikan
hingga di atas nilai baseline terdapat pada
kelompok yang diberi Penisilin, baik kontrol
maupun perlakuan Penisilin+Propolis. Pada
beberapa individu, Penisilin memicu reaksi
alergi atau hipersensitivitas. Namun demikian,
dalam penelitian ini hewan uji tidak
menunjukkan adanya tanda-tanda alergi,
seperti peningkatan suhu badan yang disertai
iritasi kulit, urtikaria, anafilaksis, dan naiknya
jumlah basofil secara signifikan.
Pemberian Propolis saja tidak memicu
peningkatan suhu badan secara signifikan,
seperti halnya pada kontrol plasebo. Namun
demikian, Propolis yang diberikan bersama-
sama dengan Penisilin menyebabkan
peningkatan suhu badan secara signifikan
(reaksi inflamasi tetap terjadi). Bahkan makin
tinggi dosis Propolis yang diberikan, makin
tinggi pula suhu badan hewan uji. Hal ini tidak
sesuai dengan telaah oleh de Almeida and
Menezes (2002) dan juga Ramos and Miranda
(2007) mengenai Propolis sebagai agen
antiinflamasi. Menurut Lotfy (2006), senyawa
CAPE dalam Propolis menunjukkan efek
antiinflamasi yang signifikan. Mekanisme aksi
CAPE sebagai antiinflamasi adalah dengan
cara menekan produksi IL-6 dan IL-2 yang
merupakan sitokin proinflamasi, sementara itu
meningkatkan produksi IL-10 yang merupakan
sitokin imunotoleran (Chan et al., 2013).
Barangkali dosis Propolis yang diaplikasikan
dalam penelitian ini belum mampu memicu
efek antiinflamasi terhadap Penisilin (perlu
penelitian lebih lanjut).
Pengukuran pH urin. Derajat keasaman
(pH) urin dapt mencerminkan pH cairan darah,
nilai normal berkisar antara 4,5-8,0. Faktor
utama yang mempengaruhi pH urin adalah
aktivitas metabolisme dan makanan yang
dikonsumsi (Simerville et al., 2005). Untuk
mengetahui apakah pakan yang diberikan
dalam penelitian ini mempengaruhi pH urin,
maka hewan uji dipuasakan selama 4 jam.
Hasil menunjukkan (Gambar 3) bahwa
sebelum puasa, pada saat puasa, dan setelah
hewan uji kembali diberi makan, pH urin tidak
berubah dari nilai baseline, yaitu 8,0-9,0.
Dengan demikian, apabila selama perlakuan
terjadi perubahan pH urin, maka hal tersebut
bukan berasal dari pakan namun dari pengaruh
Propolis atau Penisilin. Propolis bersifat asam
(pH=6,1), demikian juga Penisilin-G, pH=6,0-
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7,5 (Plumb, 2002). Dari Gambar 3 terlihat
bahwa kelompok yang diberi Propolis
memiliki pH urin yang identik dengan kontrol
plasebo, yang berarti pemberian Propolis tidak
mempengaruhi pH urin. Sementara itu
kelompok yang diberi Penisilin mengalami
penurunan pH urin hingga mencapai 5,0 (di
bawah baseline). Kelompok yang diberi
perlakuan Penisilin+Propolis memiliki urin
dengan pH rendah, namun masih lebih tinggi
dibandingkan kontrol Penisilin. Disimpulkan
bahwa pemberian Propolis dapat menetralisir
keasaman urin akibat Penisilin. Makin tinggi
dosis Propolis maka pH urin mendekati normal
atau baseline.
Pengukuran pH urin bertujuan untuk
mengetahui berapa lama waktu yang
dibutuhkan sejak Penisilin diinjeksi hingga
diekskresikan keluar tubuh melalui ginjal.
Setelah 4 jam sejak injeksi Penisilin, ternyata
pH urin hewan uji masih tinggi. Hal ini
menunjukkan bahwa Penisilin masih
bersirkulasi di dalam darah (Penisilin dalam
urin menurunkan pH urin). Dengan demikian
berarti respons imun yang ditunjukkan melalui
uji hematologis (profil leukosit) dan
pengukuran suhu badan adalah akibat dari
pemberian Penisilin. Hal ini karena pada
kontrol Propolis tidak terjadi peningkatan suhu
badan yang signifikan sebagaimana pada
kontrol Penisilin maupun perlakuan
Penisilin+Propolis (Gambar 2).
Meskipun Propolis dapat memiliki efek
imunostimulasi maupun imunosupresi, namun
studi terbaru menunjukkan bahwa efek
imunomodulasi Propolis terutama adalah
melalui mekanisme imunosupresi terhadap
proliferasi limfosit yang mengakibatkan
berkurangnya produksi sitokin-sitokin yang
bekerja sebagai imunostimulan. Efek
imunosupresi Propolis meningkat seiring
bertambahnya dosis (Chan et al., 2012).
Senyawa CAPE dalam Propolis
menghambat proliferasi sel T melalui supresi
produksi IL-2. Senyawa fenolik ini juga
menghambat aktivitas NFAT dan NF-κB
sehingga mengganggu aktivasi sel T yang
berfungsi sebagai regulator atau efektor dalam
sistem imun (Márquez et al., 2004; Chan et al.,
2012). Senyawa lain dalam Propolis yang
bekerja sebagai imunosupresor adalah
Artepillin C dengan mekanisme aksi yang
lebih kurang sama dengan CAPE, yaitu
menekan proliferasi sel T. Senyawa ini juga
bekerja dengan cara menekan proliferasi
makrofag (Paulino et al., 2008 dalam Chan et
al., 2012). Senyawa aktif dalam Propolis
bervariasi tergantung dari wilayah dan jenis
tumbuhan yang dikumpulkan oleh lebah.
Artepillin C merupakan senyawa bioaktif
utama di dalam propolis dari Brazil, sementara
Propolis yang berasal dari wilayah Asia Pasifik
(termasuk Indonesia) mengandung CAPE
sebagai senyawa bioaktif utama. Propolis asal
Selandia Baru diketahui memiliki kandungan
CAPE terbanyak (Demestre et al., 2009; Silva-
Carvalho et al., 2015).
Efek imunosupresor berperan untuk
menekan respons imunologis yang berlebihan,
misalnya pada saat pemberian antibiotik (Roitt
et al., 2002). Dalam penelitian ini Penisilin
menginduksi terjadinya demam. Namun
demikian Propolis yang diberikan belum
mampu memicu efek antiinflamasi terhadap
Penisilin.
KESIMPULAN
Pemberian Propolis pada tikus Wistar
yang diinjeksi Penisilin-G menyebabkan
kondisi neutrofilia dan limfopenia, sementara
itu mempertahankan jumlah sel-sel
imunokompeten lainnya dalam kisaran
normal. Kondisi ini menunjukkan efek
imunomodulator Propolis yang diduga
merupakan aktivitas senyawa Caffeic Acid
Phenethyl Ester (CAPE) melalui mekanisme
imunosupresi. Namun demikian, pemberian
Propolis pada tikus Wistar yang diinjeksi
Penisilin-G tidak menunjukkan adanya efek
antiinflamasi. Oleh karena itu, penelitian lebih
lanjut diperlukan untuk mendukung hasil yang
diperoleh saat ini, baik kajian farmakologis
maupun molekular.
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